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【摘要】 目的 建立一种稳定、可实时监测的胶质瘤原位移植瘤裸鼠模型。方法 用带有荧光素酶
(luciferase-Luc)和绿色荧光蛋白(green fluorescent protein-GFP)基因的慢病毒感染 U251 神经胶质瘤细胞，流式细胞
仪筛选稳定表达 GFP-Luc荧光的细胞系，并通过 CCK-8 实验、细胞周期实验、Transwell肿瘤迁移及侵袭实验等评价
荧光细胞的增殖、迁移和侵袭能力是否改变;将细胞接种至裸鼠大脑尾状核，建立胶质瘤原位移植瘤模型，利用小
鼠活体成像系统监测脑内肿瘤的生长情况，并通过石蜡切片，HE 染色评价细胞在裸鼠脑内的病理特征及成瘤能
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【Abstract】 Objective To establish a stable and real-time monitorable nude mouse model of orthotopic glioma
xenograft． Methods U251 glioma cell line was infected by a lentiviral vector containing green fluorescent protein (GFP)
and luciferase (Luc)gene． Cells stably expressing fluorescence of GFP and Luc were sorted by flow cytometry． CCK-8 test
and Transwell tumor invasion and migration assay were used to compare the biological features between the cells stably
expressing GFP-Luc fluorescence and cells without fluorescence． Then the cells were implanted intracranially in the right
caudate nucleus of athymic Balb /c nude mice to establish the tumor model． The growth of intracerebral tumor was
monitored over time by a bioluminescence imaging (BLI)system． Hematoxylin-eosin (HE)staining was used to evaluate
the histopathological features and tumorigenicity of the transplanted glioma cells in the brain of nude mice． Ｒesults U251
glioma cell line with stably expressing GFP-Luc fluorescence and the corresponding orthotopic xenograft model were
successfully established． There was no statistically significant difference in the proliferation，invasion and migration abilities
between the cells with stably expressing GFP-Luc fluorescence and the control cells． This model showed a high tumor
formation rate and stable tumor growth，and takes a moderate time to establish this model． Conclusions Compared with
the traditional glioma cells，GFP-Luc-transfected human glioma cells are more feasible for the studies of glioma in vivo． The
tumor growth and pathological characteristics in this U251-GFP-Luc glioma model are similar to human glioma，and the
growth of this tumor can be real-time monitored． It can be used as an ideal animal model for experimental studies of glioma．






















细胞库。BALB /c裸小鼠 12 只，购于厦门大学实验
动物中心【SCXK(沪)2012 － 0002】，体重 18 ～ 20




1. 2. 1 试剂:DMEM 培养基和 PBS 缓冲液购于









1. 3. 1 慢病毒的生产:转染前 1 d 将 293FT细胞按
50% ～70%汇合度接种于 100 mm 培养皿中，转染
前将完全培养基换成无血清培养基。将 5 质粒
(pHCMV-G，pHCMV-gag-pol，pHCMVＲev，pcDNA-
Tat 以 及 pHIV1SDmCMVeGFP2Aluc ) 与
polyethylenimine (PEI)试剂按 1∶ 5体积比混匀后加
入 293FT细胞中，4 h后弃上清液，并换完全培养基
继续培养(48 ～ 72)h 后取病毒上清液，用 0. 45 μm
滤膜过滤，收慢病毒于 － 80℃保存。
1. 3. 2 细胞感染及稳转细胞的筛选:取对数生长
期的胶质瘤细胞接种于 100 mm 培养皿中，待汇合
度达到 70% ～ 80%时，用收集的慢病毒感染细胞，




1. 3. 3 U251-GFP-Luc 细胞的体外发光检测:将荧
光细胞倍比稀释于 96 孔板中，细胞数目依次为:1 ×







1. 3. 4 U251-GFP-Luc 细胞与 U251-Control 细胞生
物学特性的比较:
1. 3. 4. 1 CCK-8 细胞增殖实验:将细胞铺于 96 孔
板中，每孔 2000 个细胞，每孔含 100 μL 培养基，并
于铺板后的第 0 h、24 h、48 h、72 h 每孔加入 10 μL
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的 CCK-8 溶液，37℃孵育 2 ～ 3 h 后测其 450 nm 处
A值并绘制增殖曲线。
1. 3. 4. 2 细胞周期检测:取对数生长期的细胞，
0. 25%胰酶消化，离心弃上清液，PBS 洗后加入预冷
70%甲醇，4℃固定过夜。第二日，将细胞离心弃甲
醇后用 PBS洗两次，加入 PI工作液(含 0. 05 mg /mL
碘化丙啶，0. 02 mg /mL ＲNase A)室温避光孵育 30
min后流式细胞仪检测，Modfit软件进行周期分析。
1. 3. 4. 3 Transwell 细胞侵袭及迁移实验:Matrigel
胶和 DMEM 按 1 ∶ 8的比例稀释后取 100 μL 铺于
Transwell小室的上室，37℃孵育过夜。取对数生长
期的细胞，用不含 FBS 的 DMEM 培养液将细胞浓
度调整为每毫升 1 × 105 个，取细胞 200 μL 接种于
Transwell上室，下室加入 10% FBS 的 DMEM 培养




1. 3. 5 体内胶质瘤模型的建立及生物发光活体成
像:称量裸鼠的体重，建立基础体重曲线。5%水合
氯醛 8 μL /g麻醉，将麻醉的裸鼠固定在小鼠脑立体
定向仪上，酒精消毒后延矢状缝剪开头皮 1 cm，在
矢状缝和冠状缝焦点(前囟)偏右 3 mm，靠上 1 mm
处(定位于尾状核)钻骨窗，直径约 0. 5 mm，将 U251
和 U251-GFP-Luc 细胞分别用 PBS 制备细胞悬液，
每只裸鼠 1 × 106 个细胞通过微量注射泵缓慢注射
入脑内(从骨窗处进针 3. 5 mm，退针 1 mm，注射 20
min，注射完停针 5 min 后缓慢退出)。用骨蜡封好
骨窗，并缝合好头皮，碘伏消毒。
定期观察裸鼠的后期反应。分别于移植后的
第 0、7、14、21、28 天，腹腔注射荧光素酶底物 10 ～




1. 3. 6 肿瘤的生长以及小鼠生存率的评估:记录小
鼠的生存状态。每天观察小鼠的生长状态，每周称
量 1 次小鼠体重。





1. 3. 8 统计学方法:用 SPSS 13. 0 统计软件进行结
果分析。计量资料均以均数 ±标准差表示，两组均
数比较用 t-检验;生存分析采用 Kaplan-Meier 曲线

















(P ＞ 0. 05)(图 3 B，C) ;迁移实验中，GFP-Luc 组与
对照组的细胞数分别为 353. 8 ± 12. 07，355. 8 ±
10. 43，差异无统计学意义(P ＞ 0. 05)(见图 3 D，
E);侵袭实验中，GFP-Luc 组与对照组的细胞数分
别为 344. 4 ± 11. 59，348. 4 ± 13. 5，差异无统计学意
义(P ＞ 0. 05)(图 3 F，G)。
2. 4 胶质瘤细胞裸鼠原位模型的评价
2. 4. 1 Balb /c裸鼠胶质瘤原位移植模型的建立:所
有裸鼠都成功接种，术后均恢复良好。
2. 4. 2 裸鼠的生存状况:两组均在第 16 ～ 20 天开
始出现觅食、饮水减少;第 27 ～ 29 天开始出现身体



























注:A，荧光镜下 GFP的表达(标尺 = 50 μm);B，白光下细胞形态(标尺 = 50 μm);C，叠加光下细胞形态(标尺 = 50 μm)
图 1 稳转细胞系 U251-GFP-Luc表达 GFP情况
Note． A． Expression of GFP in the U251 cells observed under a fluorescent microscope． Bar = 50 μm．
B． Microscopic morphology of cells seen under the white light．(Bar = 50 μm． C． The superposition graph of A and B． Bar = 50 μm．
Fig． 1 The expression of GFP in U251-GFP-Luc cells stably expressing fluorescence
图 2 U251-GFP-Luc体外荧光素酶活性与细胞数的相关性
Fig． 2 Correlation between the number of U251-GFP-Luc cells and luciferase activity in vitro
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注:A． 两组细胞增殖曲线的比较，P ＞ 0. 05;B，C．两组细胞周期分布检测，各期细胞数 P ＞ 0. 05;
D，E．两组细胞迁移能力比较 (标尺 = 100 μm)，P ＞ 0. 05;F，G． U251-GFP-Luc 与
U251-control细胞侵袭能力的比较 (标尺 = 100 μm)，P ＞ 0. 05。
图 3 U251-GFP-Luc 与 U251-Control细胞生物学功能的比较
ote． A． Comparison of cell proliferation curves between the two groups，P ＞ 0. 05． B，C． Detection of
cell cycle distribution between the two groups，P ＞ 0. 05． D，E． Transwell migration assay of the two groups．
Bar = 100 μm，P ＞ 0. 05． E，G． Transwell invasion assay of the two groups． Bar = 100 μm，P ＞ 0. 05．
Fig． 3 Comparison of the biological function between U251-GFP-Luc cells and U251-control cells
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图 4 U251-GFP-Luc组与 U251-Control组裸鼠生存曲线
Fig． 4 Survival curves of the nude mice in U251-GFP-Luc group and U251-Control group
图 5 U251-GFP-Luc组与 U251-Control组裸鼠原位移植模型活体成像
Fig． 5 The in vivo images of nude mouse models of orthotopic transplantated glioma in the U251-GFP-Luc and U251-control groups
情况，荧光示踪技术正是解决这一问题的良好途
径。荧光示踪技术分为生物发光和激发荧光两种。
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注:A，B． 裸鼠脑组织形态;C，D． 肿瘤组织。HE染色，标尺 = 20 μm。
图 6 脑组织形态及病理检测
Note． A，B:The gross appearance of brain in the nude mice;C，D． Histological appearance of the tumor tissues． HE staining． Bar = 20 μm．
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